In vitro-Wirkung fungizider Wirkstoffe auf Konidienkeimung und Myzelwachstum von Cylindrocladium buxicola by Brand, Thomas
Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. 58. 2006
Zusammenfassung
Zur Bekämpfung des Buchsbaum-Triebsterbens, verursacht
durch Cylindrocladium buxicola, sind in erster Linie Hygiene-
maßnahmen zu ergreifen. Jedoch kann derzeit nicht auf den Ein-
satz fungizider Präparate verzichtet werden. In vitro wurden
neun Fungizide auf ihre Wirkung gegen C. buxicola untersucht.
Die Konidienkeimung wurde auch in niedrigen Dosen für 16 h
bestens mit den Wirkstoffen Tolylfluanid (0,1616 µg/ml), Man-
cozeb (15 µg/ml) und Chlorthalonil (1,0 µg/ml) sowie Fludioxo-
nil (25 µg/ml) + Cyprodinil (37,5 µg/ml) verhindert. Das Myzel-
wachstum wurde von Prochloraz (0,54 µg/ml), Propiconazol
(3 µg/ml), Thiophanat-methyl (50 µg/ml) und Carbendazim
(1 µg/ml) + Flusilazol (2 µg/ml) über 2 Wochen komplett unter-
bunden.
Eine Woche nach Inokulation von Konidien auf fungizidhalti-
gen Malzextrakt-Agar war der Bedeckungsgrad von den meisten
untersuchten Fungiziden auch in sehr niedrigen Dosen (1/100 bis
1/1000 der zulässigen Aufwandmenge) im Vergleich zur unbe-
handelten Kontrolle in hohem Maße reduziert. Lediglich Azoxy-
strobin sowie Thiophanat-methyl wirkten in diesen Ansätzen
nicht ausreichend.
Stichwörter: Buxus, Cylindrocladium buxicola, Fungizid,
Konidienkeimung, Myzelwachstum
Abstract
In order to control box blight caused by Cylindrocladium buxi-
cola, predominantly measures of plant hygiene have to be taken.
However, at present the use of fungicidal compounds is essential.
In vitro, nine fungicides were tested for their activity against C.
buxicola.
Conidial germination was inhibited for 16 h by low concen-
trations of tolylfluanid (0.1616 µg/ml), mancozeb (15 µg/ml),
chlorthalonil (1.0 µg/ml) as well as fludioxonil (25 µg/ml) +
cyprodinil (37.5 µg/ml).
Mycelial growth was completely prevented by prochloraz
(0.54 µg/ml), propiconazole (3 µg/ml), thiophanate-methyl
(50 µg/ml) and carbendazim (1 µg/ml) + flusilazole (2 µg/ml) for
two weeks.
One week after inoculation of conidia onto fungicide con-
taining malt extract agar, the coverage was greatly reduced by
most of the fungicides in test, even when used in low doses
(1/100 to 1/1000 of the permitted application rate). Azoxy-
strobin and thiophanate-methyl only showed insufficient in-
hibiting effects.
Key words: Buxus, Cylindrocladium buxicola, fungicide, coni-
dial germination, mycelial growth
Einleitung
Im Sommer 2005 kam es in großen Teilen Nordwest- und West-
deutschlands durch Cylindrocladium buxicola zu großen Schä-
den an Buchsbaum(Buxus spp.)-Kulturen und -Pflanzungen. Das
verursachte Triebsterben wurde aus anderen Teilen Deutschlands
in geringerem Ausmaß ebenfalls gemeldet. Die Erkrankung trat
zu dieser Zeit in Deutschland erstmals erheblich in Erscheinung,
während C. buxicola in Großbritannien bereits seit 1994 bekannt
und seit 1997 regelmäßig in größerem Umfang diagnostiziert
wird. In weiteren Ländern Westeuropas sowie in Neuseeland ist
das Auftreten von C. buxicola ebenfalls nachgewiesen (BRAND,
2005).
Typische Symptome sind braune Blattflecken, die mit fort-
schreitendem Krankheitsverlauf zusammenfließen. An befalle-
nen Trieben sind dunkle, fast schwarze Streifen erkennbar.
Schließlich kommt es zu Blattfall und Triebsterben.
Wesentlicher Bestandteil und Grundlage eines Erfolg verspre-
chenden Bekämpfungskonzeptes sind Hygienemaßnahmen. Je-
doch sind einige empfohlene Methoden, wie die Reduzierung der
Blattnässedauer, Rückschnitt oder Sortenwahl, in der Praxis nur
sehr bedingt umsetzbar oder akzeptabel.
Um den Kulturerfolg in Produktion sowie den Werterhalt am
endgültigen Standort des Ziergehölzes zu sichern, ist bei Be-
fallsgefahr der Einsatz fungizider Wirkstoffe derzeit unverzicht-
bar. Zur Eignung unterschiedlicher Wirkstoffe liegen nur be-
grenzt Daten aus In vitro-Versuchen vor (HENRICOT, 2003). Zur
Verifizierung dieser Informationen sowie als Basis folgender
Untersuchungen ad planta wurden neun Fungizide unterschied-
licher Wirkstoffklassen hinsichtlich ihrer Wirksamkeit in vitro
überprüft.
Material und Methoden
Cylindrocladium buxicola
Für alle Versuche wurde ein Stamm von C. buxicola verwendet,
der im Labor des Pflanzenschutzamtes der Landwirtschaftskam-
mer Weser-Ems im August 2005 aus Buxus sempervirens ‘Suf-
fruticosa’ isoliert wurde. Die Stammhaltung erfolgte auf Kartof-
fel-Dextrose-Agar in Schrägröhrchen bei 4 °C. Vor Beginn der
Versuchsvarianten (Konidienkeimung, Myzelwachstum) wurde
der Pilz auf Malzextrakt-Agar überimpft und bei Raumtempera-
tur kultiviert.
Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd., 58 (5), S. 117–121, 2006, ISSN 0027-7479.
© Eugen Ulmer KG, Stuttgart
Landwirtschaftskammer Niedersachsen, Pflanzenschutzamt, Oldenburg
In vitro-Wirkung fungizider Wirkstoffe auf Konidienkeimung
und Myzelwachstum von Cylindrocladium buxicola
In vitro activity of fungicidal compounds towards conidial germination and mycelial growth of Cylindrocladium
buxicola
Thomas Brand
Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. 58. 2006
118 THOMAS BRAND, In vitro-Wirkung fungizider Wirkstoffe auf Konidienkeimung und Myzelwachstum von Cylindrocladium buxicola
Fungizide
In die Tests wurden Fungizide unterschiedlicher Wirkstoffklas-
sen aufgenommen, die im Herbst 2005 für den Einsatz gegen
pilzliche Blattfleckenerreger an Zierpflanzen oder Ziergehölzen
im Freiland zugelassen oder nach § 18a PflSchG genehmigt
waren. Des Weiteren wurden für diese Indikation nach § 18b
PflSchG genehmigungsfähige Pflanzenschutzmittel untersucht
(Tab. 1).
Nährmedium
In allen Untersuchungen diente Malzextrakt-Agar (MA; Merck)
als Grundmedium. Nach Autoklavieren und Abkühlen auf ca.
45 °C wurden von jedem Fungizid, ausgehend von der höchsten
zulässigen Aufwandmenge (l bzw. kg/ha) und der Annahme ei-
ner Wasseraufwandmenge von 1000 l/ha, Verdünnungsstufen bis
10
–4
im Nährmedium angelegt. Es resultierten die in Tabelle 2 an-
gegebenen Wirkstoffkonzentrationen im Nährmedium.
Konidienkeimung
Eine mit C. buxicola voll bewachsene Petrischale (9 cm)
wurde mit sterilem Leitungswasser überschichtet und das My-
zel mittels Drigalski-Spatel abgerieben. Von der erhaltenen
Suspension wurden 100 µl auf MA plattiert. Nach einer Woche
Wachstum bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden in glei-
cher Weise Konidien geerntet. Wiederum 100 µl der frischen
Konidiensuspension wurden auf jeweils fünf Platten MA mit
fungiziden Wirkstoffen in den jeweiligen Verdünnungsstufen
plattiert. Als Kontrolle dienten fünf Platten MA ohne Fungi-
zidzusatz.
Unter dem Mikroskop (100 ×) wurde 16 Stunden nach dem
Beimpfen das Keimungsverhalten direkt auf dem Nährboden be-
urteilt. Hierzu wurde das Verhältnis gekeimter zu nicht gekeim-
ten Konidien in einem oder mehreren zufällig gewählten Ge-
sichtsfeldern gezählt. Je Platte wurden 40 Konidien, insgesamt
200 Konidien je Variante, bewertet.
Myzelwachstum
Aus voll bewachsenen Petrischalen (9 cm) wurden mittels Kork-
bohrer (6 mm) Agarstücke ausgestochen. Diese wurden mit dem
Myzelbewuchs nach unten („upside down“) einzeln mittig auf
den mit Fungiziden präparierten MA gelegt (n = 5). Zur Bewer-
tung des Wachstums wurde der Zuwachs nach 7 und 14 Tagen in
zwei Richtungen je Kolonie gemessen.
Die aus dem Versuch zur Konidienkeimung resultierenden
Platten wurden bei Raumtemperatur aufgestellt und 7 Tage nach
Inokulation hinsichtlich Bedeckungsgrad mit Myzel von C. bu-
xicola bonitiert. Der Bedeckungsgrad wurde im Verhältnis zur
unbehandelten Kontrolle geschätzt [%] und bei niedrigen Werten
das Pilzmaterial mikroskopisch beurteilt. So konnte die Kombi-
nation aus Hemmung der Keimung und des Myzelwachstums be-
wertet werden.
Ergebnisse
Sporenkeimung
Nach 16 Stunden waren von der Kontrolle etwa 90 % der Ko-
nidien gekeimt. In dieser Zeitspanne wurde die Konidienkei-
mung komplett unterbunden von:
– Tolylfluanid (0,1616 µg/ml)
– Mancozeb (15 µg/ml)
– Chlorthalonil (1,0 µg/ml)
– Fludioxonil (25 µg/ml) + Cyprodinil (37,5 µg/ml)
Im selben Zeitraum konnte durch die Wirkstoffe Azoxystrobin
(25 µg/ml), Thiophanat-methyl (20 µg/ml), Carbendazim
(100 µg/ml) + Flusilazol (200 µg/ml), Chlorthalonil (0,1 µg/ml)
und Mancozeb (1,5 µg/ml) die Konidienkeimung zu über 90 %
verhindert werden (Abb. 1). Die Wirkung ließ mit fortschreiten-
der Keimzeit nach, jedoch waren die Relationen der genannten
Wirkstoffe zueinander gleich.
Keinen Einfluss auf die Keimung hatten Prochloraz unterhalb
54 µg/ml sowie Propiconazol in allen getesteten Konzentratio-
nen.
Tab. 1. Auf in vitro-Wirkung gegen C. buxicola getestete Fungizide
Präparat Wirkstoff (Wirkstoffgehalt) Wirkstoffklasse Zulässige Aufwandmenge
Kontrolle unbehandelt
Ortiva Azoxystrobin (250 g/l) Strobilurine 1,0 l/ha
Tilt 250 EC Propiconazol (250 g/l) Triazol-Derivate 0,12 l/ha
Mirage 45 EC Prochloraz (450 g/l) Imidazol-Derivate 1,2 l/ha
Cercobin FL Thiophanat-methyl (500 g/l) Benzimidazol-Generator 1,0 l/ha
Switch Fludioxonil (250 g/kg) + Cyprodinil (375 g/kg) Phenylpyrrole + Pyrimidinamin 1,0 kg/ha
Harvesan Carbendazim (125 g/l) + Flusilazol (250 g/l) Benzimidazole, Triazol-Derivat 0,8 l/ha
Bravo Chlorthalonil (500 g/l) Chlorkohlenstoffe 2,0 l/ha
Dithane NeoTec Mancozeb (750 g/kg) Dithiocarbamat 2,0 kg/ha
Euparen M WG Tolylfluanid (505 g/kg) Anilin-Derivate 3,2 kg/ha
Tab. 2. Wirkstoffkonzentration [µg/ml Nährmedium] getesteter Fungizide
Verdünnungsstufe
VG Präparat Wirkstoff 10
0
10
–1
10
–2
10
–3
10
–4
Kontrolle
1 unbehandelt
2 Ortiva Azoxystrobin 250 25 2,5 0,25 0,025
3 Tilt 250 EC Propiconazol 30 3 0,3 0,03 0,003
4 Mirage 45 EC Prochloraz 540 54 5,4 0,54 0,054
5 Cercobin FL Thiophanat-methyl 500 50 5 0,5 0,05
Fludioxonil 250 25 2,5 0,25 0,025
6 Switch Cyprodinil 375 37,5 3,75 0,375 0,0375
7 Harvesan Carbendazim 100 10 1 0,1 0,01
Flusilazol 200 20 2 0,2 0,02
8 Bravo Chlorthalonil 1000 100 10 1 0,1
9 Dithane NeoTec Mancozeb 1500 150 15 1,5 0,15
10 Euparen M WG Tolylfluanid 1616 161,6 16,16 1,616 0,1616
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Eine Besonderheit war bei niedrigen Konzentrationen von
Fludioxonil (< 2,5 µg/ml) + Cyprodinil (< 3,75 µg/ml) sowie
Carbendazim (< 0,1 µg/ml) + Flusilazol (< 0,2 µg/ml) zu beob-
achten: Zwar waren fast alle Konidien gekeimt, die Keimschläu-
che bzw. Hyphen waren allerdings im Vergleich zu denen der
Kontrolle gestaucht und verdickt (Abb. 3). Zudem war bei Flu-
dioxonil + Cyprodinil zu beobachten, dass die Konidien ge-
schwollen und mehrfach septiert (bis zu sechs Septen) waren.
Darüber hinaus kam es zu Auflösungserscheinungen.
Myzelwachstum
In der unbehandelten Kontrolle wurde eine Wachstumsrate von
ca. 2 cm/Woche erreicht. Dieser Wert stimmt überein mit in der
Literatur angegebenen Daten (HENRICOT und CULHAM, 2003;
BRAND, 2005).
Keinen wesentlichen Effekt auf das Myzelwachstum hatten
die Wirkstoffe Azoxystrobin und Chlorthalonil (Abb. 2). Auch
kurzfristig war die Hemmung durch diese Substanzen mit maxi-
mal 50 % nicht ausreichend.
Folgende Wirkstoffe und Wirkstoffkonzentrationen erreichten
eine zwei Wochen andauernde totale Wachstumshemmung des
Myzels:
– Propiconazol (3 µg/ml)
– Prochloraz (0,54 µg/ml)
– Thiophanat-methyl (50 µg/ml)
– Carbendazim (1 µg/ml) + Flusilazol (2 µg/ml)
– Mancozeb (1000 µg/ml).
Als stärkster Wirkstoff ist Prochloraz einzustufen. Noch in einer
Konzentration von einem Tausendstel der zulässigen Aufwand-
menge wurde volle Wirksamkeit erzielt.
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Abb. 1. Wirkungsgrad von
Fungiziden in unterschiedli-
cher Konzentration auf die
Konidienkeimung von Cylin-
drocladium buxicola (16 h
nach Inokulation).
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Abb. 2. Wirkungsgrad von
Fungiziden in unterschiedli-
cher Konzentration auf das
Myzelwachstum von Cylin-
drocladium buxicola (14 Tage
nach Inokulation).
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Eine Myzelhemmung größer 90 % über 14 Tage wurde außer-
dem von Fludioxonil (250 µg/ml) + Cyprodinil (375 µg/ml) so-
wie Mancozeb (100 µg/ml) erreicht. Tolylfluanid konnte in einer
Konzentration von 16,16 µg/ml über einen Zeitraum von 7 Tagen
ebenfalls das Wachstum komplett unterbinden. Allerdings ließ
die Wirkung innerhalb der folgenden 7 Tage stark nach und selbst
die höchste Wirkstoffkonzentration (1616 µg/ml) zeigte ledig-
lich einen Wirkungsgrad von ca. 75 %.
Durch die längerfristige Beobachtung (7 Tage) der mit
Konidien beimpften Nährböden konnte eine kombinierte Wir-
kung auf Sporenkeimung und Myzelwachstum beobachtet
werden.
Im Vergleich zur Kontrolle, in der bereits massenhaft neu
gebildete Konidien vorlagen (Abb. 4a), war der Bedeckungs-
grad mit Cylindrocladium-Myzel in den Behandlungen zu-
meist stark reduziert (Tab. 3). Lediglich Azoxystrobin und
Thiophanat-methyl waren nicht nachhaltig wirksam. Pro-
chloraz (hauptsächlich durch die Hemmung des Myzelwachs-
tums) und Chlorthalonil (durch die Keimhemmung) verhinder-
ten selbst in tausendfacher Verdünnung der zulässigen
Aufwandmenge das Bewachsen der Nährböden. Weiterhin
konnte C. buxicola auf MA mit Carbendazim + Flusilazol,
Tab. 3. Bedeckungsgrad der Petrischalen [%] (Kontrolle: MA; Be-
handlungen: MA + Fungizid in Verdünnungsstufen) 7 Tage nach
Inokulation mit Konidien von Cylindrocladium buxicola. Kon-
trolle = 100 %
Wirkstoff Verdünnungsstufe
10
0
10
–1
10
–2
10
–3
10
–4
Kontrolle 100
Azoxystrobin 40 40 100 100 100
Propiconazol 0 2 10 90 100
Prochloraz 0 0 0 0 5
Thiophanat-methyl 5 70 100 100 100
Fludioxonil + Cyprodinil 0 0 5 10 100
Carbendazim + Flusilazol 0 0 0 10 100
Chlorthalonil 0 0 0 0 100
Mancozeb 0 0 0 100 100
Tolylfluanid 0 0 0 20 100
Abb. 3. Mikroskopisches Bild keimender Konidien von Cylindrocladium
buxicola 16 Stunden nach Inokulation auf a) Malzextrakt-Agar (MA,
Kontrolle); b) MA + Switch (10
–3
= 0,25 µg/ml Fludioxonil + 0,375 µg/ml
Cyprodinil).
Abb. 4. Mikroskopisches Bild von Cylindrocladium buxicola sieben
Tage nach Inokulation auf a) Malzextrakt-Agar (MA, Kontrolle);
b) MA + Switch (10
–3
= 0,25 µg/ml Fludioxonil + 0,375 µg/ml Cypro-
dinil).
a
a
bb
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Mancozeb und Tolylfluanid in der Verdünnungsstufe 10
–2
nicht
wachsen.
Bei Fludioxonil + Cyprodinil sowie Carbendazim + Flusilazol
in der Verdünnungsstufe 10
–3
waren zwar fast alle Konidien ge-
keimt, jedoch war das Wachstum der Hyphen stark verändert.
Nach einer Woche Wachstum zeigten sich im mikroskopischen
Bild der Varianten Fludioxonil (< 2,5 µg/ml) + Cyprodinil
(< 3,75 µg/ml) sowie Carbendazim(< 0,1 µg/ml) + Flusilazol
(< 0,2 µg/ml) Mikrokolonien mit verkürzten Hyphen und Ver-
dickungen (Abb. 4b).
Diskussion
Die Resultate der hier vorgestellten In vitro-Versuche zur Wir-
kung unterschiedlicher fungizider Wirkstoffe gegen C. buxicola
zeigen das vorhandene Potenzial einsetzbarer bzw. genehmi-
gungsfähiger Fungizide auf. Jedoch können die Ergebnisse auf-
grund der vielfältigen Einflussfaktoren nicht ohne weitere Prü-
fung direkt auf die Situation im Feld übertragen werden. Somit
ist ein sicherer Rückschluss auf die Wirkung der einzelnen Pflan-
zenschutzmittel im Freiland nicht möglich. Dennoch sind die Er-
gebnisse wertvoll als Basis für weiterführende Versuche ad
planta, um die Potenz der Fungizide in der Befallssituation zu
untersuchen.
Im Vergleich mit den von HENRICOT (2003) veröffentlichten
Daten zeigen sich wesentliche Übereinstimmungen. Die Autorin
gibt für Mancozeb und Azoxystrobin eine mindestens 90%ige
Wirkung auf die Konidienkeimung für Konzentrationen an, die
auch in dem hier vorgestellten Versuch in dieser Höhe wirksam
waren. Außerdem wurde von HENRICOT (2003) Kresoxim-me-
thyl (0,2 µg/ml, in der vorliegenden Studie nicht untersucht) als
sehr wirksam bezogen auf die Keimhemmung beschrieben. Da-
gegen stimmen für Carbendazim diese Werte nicht überein
(HENRICOT: 1 µg/ml; BRAND: 100 µg/ml). SHARMA und MO-
HANAN (1991) geben als mögliche Ursache für divergierende Ef-
fektivität identischer Wirkstoffkonzentrationen Unterschiede in
der Aggressivität der verwendeten Pathogen-Stämme an. Inso-
fern wären vergleichende Studien notwendig, um die Sensitivität
verschiedener Isolate zu überprüfen.
Zwei der von HENRICOT (2003) untersuchten Fungizidwirk-
stoffe (Prochloraz, Carbendazim) erbrachten auch in dieser Ar-
beit in ähnlichen Konzentrationen hohe Hemmwirkungen auf
das Myzelwachstum. Für Thiophanat-methyl wurde in der vor-
liegenden Arbeit eine über 90%ige Wirkung bereits bei 5 µg/ml
ermittelt, während HENRICOT (2003) 50 µg/ml für diesen Wirk-
stoff angibt.
Die in den beiden Arbeiten geprüften Triazol(Conazol)-Fungi-
zide Penconazol (HENRICOT 2003; 0,5 µg a. i./ml), Myclobutanil
(HENRICOT 2003; 50 µg a. i./ml) und Propiconazol (3 µg/ml) wa-
ren in recht unterschiedlichen Dosen zu über 90 % wirksam. Dies
lässt darauf schließen, dass innerhalb der Wirkstoffklasse große
Unterschiede bestehen und Rückschlüsse aufgrund der Wirk-
stoffverwandtschaft nicht problemlos sind.
In vitro-Studien von SHARMA und MOHANAN (1991) zeigen
graduelle Unterschiede in der Empfindlichkeit von Cylindrocla-
dium spp. gegenüber Fungiziden in vitro. Als breitest wirksame
Substanz wurde Carbendazim ermittelt. Jedoch erwiesen sich
mehrere Fungizide in der niedrigsten getesteten Konzentration
keimhemmend (u. a. Chlorthalonil, Kupferhydroxychlorid, Man-
cozeb, Metiram) oder wachstumshemmend (u. a. Carbendazim,
Benomyl).
Gegen Cylindrocladium scoparium als Krankheitserreger an
Ericaceae wurde Prochloraz als effektivster Wirkstoff in vitro er-
kannt (NEUBAUER, 1995). Dieser Wirkstoff wird in der Praxis re-
gelmäßig in Kulturen verwendet, die von C. scoparium bedroht
sind (Erica, Calluna, Rhododendron). Weltweit wurde Pro-
chloraz neben Benomyl, Carbendazim, Mancozeb und einigen
weiteren Wirkstoffen zur Bekämpfung von Cylindrocladium an
Zierpflanzen und Gehölzen empfohlen (CROUS, 2002).
Somit ist das Spektrum gegen C. buxicola aktiver Wirkstoffe
nicht grundlegend verschieden von den gegen Cylindrocladium
allgemein empfohlenen Fungiziden.
Untersuchungen zur Wirkung fungizider Wirkstoffe ad
planta müssen folgen, um eine belastbare Grundlage für Pra-
xisempfehlungen zu erlangen. In derartigen Versuchen sollte
zwischen prophylaktischer und kurativer Wirkung der Fungi-
zide unterschieden werden. Zudem wäre eine Testung der Wir-
kung auf die Bildung und Lebensfähigkeit von Chlamydospo-
ren, die im abgeworfenen Blattmaterial mehrere Jahre im Bo-
den überdauern können (HENRICOT, 2005, pers. Mitteilung),
wünschenswert.
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Nach Fertigstellung des Manuskriptes wurde bekannt, dass sich
der Zulassungsinhaber des Fungizids Bravo (Syngenta) gegen
eine Genehmigung nach § 18b PflSchG ausgesprochen hat.
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